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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von ungesattigten Uroniden (Oligogalacturonsauren) aus 
pektinhaltigen Stoffen unter Einsatz von Fermentation und Isolieren der entstandenen ungesattigten Uronide 
5 durch Fallung und/oder chromatographische Verfahren. 

Pektinstoffe kommen in vielen Pflanzen als Bausteine fOr das ZellwandgerOst vor. Sie kdnnen von pektolyti- 
schen Enzymen, den sogenannten Lyasen, zu niedermolekularen ungesattigten Uroniden abgebaut werden, vgL 
Albersheim et aL Helv. Chim. Acta 43 (1960) 1422. Dabei wird das GrundgerQst des Pektins nach OberfUhrung in 
die entesterte Form (als Pektinsaure oder Polygalacturonsaure) in der Weise in kurzkettige Untereinheiten 
10 gespalten, daB an der vormaligen Verknilpf ungsstelle eine Doppelbindung entsteht: 




25 R 2 = H f -C0CH 3 

Durch Umsetzung von sogenannter niedermolekularer Pektinsaure aus Citrus-Pektin mit Pektatlyase wurde 
eine ungesattigte Verbindung isoliert und als 0-{4-Desoxy-L-threohexopyranos-4-enyluronsaure)-{l— ^4)-D-ga- 
30 lacturonsaure charakterisiert, vgL Hasegawa und NageJ, J3ioL Chem. 237 (1 962) 619. 

Im Laufe der Zeit ist fiber die Gewinnung von verschiedenen Pektatlyase-Typen aus Bakterien und Pilzen 
berichtet worden, vgL Linhardt et aL, AppL Biochem. Biotech. 12 (1986) 135. 

Auch die Isolierung der ungesattigten Reaktionsprodukte wurde bereits beschrieben und zwar wurde Anio- 
nenaustauschchromatographie von Nagel und Wilson, J. Chromatogr. 41 (1969) 410 und praparative Hochlei- 
35 stungs-FlQssigchromatographie(HPLC)von Hotchkisset al^Carbohydr.Res.215(1991)81 vorgeschlagen. 

Die Reaktions- und ProduktkontroUe erfolgt vorzugsweise mittels Hochleistungs-FIttssigchromatographie, 
vgL Preston und Rice, Carbohydr. Res, 215 (1991) 137— 145. 

Die Herstellung der o.g. ungesattigten Pektinsaure- (Polygalacturonsaure-) SpaJtprodukte erfolgt daher in der 
Praxis in 4 Schritten, wobei die Verfahren mh Reinkulturen durchgefuhrt werden. 
40 Es wird in einem ersten Schritt zunachst das Enzym gewonnen (als Pektatlyase-Praparat bzw. Rohpraparat), 
etwa durch sterile Fermentation vorgereinigter Pektinpraparate mit Reinkulturen von Bakterien bzw. Pilzen, 
z. B. Bacillus sp. 

In einem zweiten Schritt wird aus Reststoffen der Citrus- oder Apfelsaf thersteOung gewonnenes recht kosten- 
intensives reines Pektin benutzt und durch saure Hydrolyse Pektinsaure bzw. Polygalacturonsaure hergestellt 
45 Diese beiden Substanzen (Polygalacturonsaure und Pektatlyase) werden nunmehr in gepuffertem, waBrigem 
Medium zur Reaktion gebracht 

Es entstehen ungesattigte Uronide, auch als ungesattigte Oligogalacturonsauren bezeichnet Sie werden 
abschlieQend noch durch chromatographische Verfahren isoliert 

Diese Form der Herstellung ungesattigter Uronide ist aufwendig und darUber hinaus mit hohen Kosten 
50 verbunden. Die Gewinnung der Enzyme ist kompliziert und kostspielig. 

AuBerdem mOssen gereinigte Pektin-Substrate benutzt und die Fermentation steril durchgefQhrt werden, so 
daB auBerdem hohe Investitionskosten far die dafQr notwendigen Feraentationseinrichtungen anfallen. AuBer- 
dem erfordert die aerob durchgefahrte Fermentation einen hohen Energieaufwand zur BelQftung des Fermen- 
ters. 

55 Die Verwendung der ungesattigten Uronide und ihrer homologen OHgomeren wird zunehmend interessanter, 
so wurde die Verwendung als pharmazeutisches Praparat zur Prophylaxe und Therapie in der Medizin bei 
Intoxikation mit toxischen Schwermetallen in der DD 268 866 Al vorgeschlagen und in der EP 0 294 879 A2 ihre 
Verwendung als Reaktionskomponente fur die Michael- Addition angeregt 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein kostengfinstigeres Verfahren zur Herstellung von ungesattigten 
60 Uroniden aus pektinhaltigen Stoffen vorzuschlagen. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelost, daB der pektinhaltige Stoff mit einer das Entstehen des Enzyms Pektatlya- 
se fordernden Bakterienkultur versetzt und anaerob ferraentiert wird, daB die Fermentation w&hrend des 
Vorgangs abgebrochen wird, daB nach dem Abbruch die entstandene FermentationsflQssigkeit von Bakterien 
befreit und eine katalytischd Reaktion des entstandenen Enzyms Pektatlyase in der FermentationsflQssigkeit mit 
65 der ebenf alls entstandenen Polygalacturonsaure gefordert wird. 

Mit diesem Verfahren kdnnen als Ausgangsmaterialien Nebenprodukte der Lebensmitteiindustrie mit sehr 
niedrigera Preis, wie extrahierte ZuckerrGbenschnitzel oder Kartoffelpulpe, ohne weitere Vorbehandlung ver- 
wendet werden. Da diese Ausgangsmaterialien zunehmend anfallen und ihre anderweitige Verwendung oder 
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auch ihre Beseitigung als Abfall zunehmend erschwert ist, wird auf diese Weise zugleich eine Moglichkeit 
geschaffen, diese Nebenprodukte sinnvoll weiterzuverarbeiten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren macht sich zunutze, daB die pektinhaltigen Rohmaterialien sowohl zur 
Bildung der Polygalacturonsaure als auch des Enzyms Pektatiyase herangezogen werden konnen. Nach Durch- 
fuhrung einer geeigneten Fermentation liegen sie auch beide in der Fermentationsflussigkeit, einer Kulturbruhe, 
vor. Dadurch wird die Anzahl der Verfahrensschritte bis zum biokataJytischen Abbau des Rohmaterials erheb- 
lich reduziert, zusatzlich wird eine ganze Anzahl von Reinigungsschritten und sonstigen Manipulationen bei den 
Vorprodukten uberflussig. 

Daruber hinaus konnen unsteril/anaerob, also auf besohders kostengunstige Weise gewonnene Biokatalysato- 
ren eingesetzt werden. Gegenuber aus der Literatur bekannten Verfahren werden weit kostengttnstigere 
Substrate und Enzyme eingesetzt und weniger und einfachere Verfahrensstuf en angewendet, so daB alle Voraus- 
setzungen f Qr die brauchbare Anwendung des Verfahrens im technischen Bereich gegeben sindL 

Verfahren zur Mischenzymproduktion mit bakteriellen Mischkulturen durch Umsetzung von polysaccharid- 
haltigen Substraten wie Extraktionsruckstanden der Nahrungsmittel- und Zuckerindustrie sind schon von Buch- 
holz et aL, Zuckerind. 1 13 (1988) 204, vorgeschlagen worden. Diese bakteriellen Mischkulturen konnen auch hier 
eingesetzt werden. 

Die Erfindung macht es sich zunutze, daB bei dem verwendeten FermentationsprozeB die IConzentration von 
geldster Polygalacturonsaure einen Maximalwert erreicht und zwar zu einem Fermentationszeitpunkt, an dem 
die zweite notwendige Reaktionskomponente, das Pektatiyase- Rohenzym, ebenfalls im FermentationsprozeB 
fast ihren endgultigen Maximalwert erreicht hat 

Dadurch wird es mogiich, Polygalacturonsaure und das Enzym Pektatiyase gleichzeitig in einer einstufigen 
Reaktion als Substrat und Enzym zu erzeugen. Dazu werden z. B. RubenpreBschnitzel mittels Bakterienmisch- 
kulturen anaerob fermentiert 

Am Maximum der Konzentration von geloster Polygalacturonsaure sowie einer bereits sehr hohen Enzymak- 
tivitat wird die Fermentation zunachst abgebrochen und die Kulturbruhe von Feststoffen und Bakterien, etwa 
durch Mikrofiltration, befreit Die Ldsung wird anschlieBend mit Hilfe einer Querstrom-Ultra-Filtrationseinheit 
konzentriert 

Die entstehende konzentrierte Ldsung wird nun auf Bedingungen eingestellt, die fur die Lyase-Reaktion 
gUnstig sind, dies ist etwa ein pH-Wert von 8 und eine Temperatur von 37° C Unter diesen Bedingungen bilden 
sich die gewOnschten ungesattigten Uronide. 

Dabei entstehen zunachst bevorzugt Tetramere und Pentamere, bei linger andauernder Reaktion jedoch 
zunehmend Trimere und Ietztlich Dimere. Wie sich gezeigt hat, sind vor allem Dimere, aber auch noch Trimere 
flexibler einsetzbar und sollten daher bevorzugt hergestellt werden. 

Werden aus bestimmten Grunden gerade Tetramere, Pentamere oder Trimere als Reaktionsprodukt ge- 
wunscht, so kann einfach die Reaktion zu dem entsprechend gewahlten Zeitpunkt abgebrochen werden, urn ein 
anderes Zusammensetzungsverhaltnis in der Mischung zu erhalten. 

Nach AbschluB der Reaktion wird die Reaktionslosung durch bekannte chromatographische Verfahren 
aufgearbeitet 

Das Verfahren wird besonders kostengunstig, wenn als pektinhaltige Stoffe pflanzliche Geriistsubstanzen 
eingesetzt werden, wie erwahnt besonders bevorzugt Zuckerrubenschnitzel oder Kartoffelpulpe. 

Die Fermentation lauft vorzugsweise bei einem pH-Wert von 6 bis 7, vorzugsweise von 6^. Sie sollte bei einer 
Temperatur von 30 bis 40° C, vorzugsweise bei 35° C, durchgefuhrt werden. 

Die entstandene Fermentationslosung (Kulturbruhe) wird bevorzugt nach dem Abbrechen mittels eines 
Mikrofilters von Bakterien und Feststoffen befreit und/oder mittels einer Querstrom-Ultra-Filtrationseinheit 
konzentriert. 

Die weitere Umsetzung der Polygalacturonsaure in der Fermentationsflussigkeit mittels des Enzyms Pektat- 
iyase erfolgt vorzugsweise bei einer Temperatur zwischen 25 und 45, insbesondere 37° C 
Dabei sollte ein pH-Wert zwischen 6 und 9, insbesondere bei 8, eingehalten werden. 

Der UmsetzungsprozeB sollte mehr als 6 Stunden, vorzugsweise 24 Stunden, durchgefuhrt werden, um einen 
moglichst hohen Gehalt an Uronid-Dimeren zu erhalten. 

In bestimmten Fallen empfiehlt es sich, ein technisch weniger gunstiges, dafOr aber zu hoheren Ausbeuten 
fOhrendes abgewandeltes Verfahren zu bevorzugen. Es dient z. B. zur Gewinnung von Standardsubstanzen, die 
fur die Kontrolle des Gewinnungsprozesses dienen. Da hier wirtschaftliche Gesichtspunkte nur eine untergeord- 
nete Rolle spielen, wird diese aufwendigere Verfahrensvariante angewendet 

Sie zeichnet sich dadurch aus, daB die anaerobe Fermentation so durchgefuhrt wird, daB unterschiedliche 
Fermentationsflussigkeiten entstehen, vorzugsweise durch Abbrechen der Fermentation zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten und daB anschlieBend das weitere Verfahren mit einer Mischung aus den beiden Fermentationsflus- 
sigkeiten f ortgesetzt wird. 

Durch diese VerfahrensmaBnahme konnen beide Reaktionskomponenten im wesentlichen gleich hergestellt, 
aber zu unterschiedlichen Abbruchszeiten zu ihrem jeweiligen, nicht exakt identischen Maximalwert gewonnen 
werden 

Dabei wird in der einen Fermentationsldsung, die optimal auf die Gewinnung auf Polygalacturonsaure 
ausgerichtet ist, keine Ultrafiltration durchgefuhrt. Dadurch werden auch Polygalacturonsaurebruchstucke mit 
einem Molekuiargewicht unterhalb von 3000 der anschlieBenden Enzymreaktion zuganglich. 

Im folgenden wird anhand zweier Beispiele das erfindungsgemaBe Verfahren niher eriautert. Die Zeichnung 
dient dabei zur Erlauterung. 

Es zeigt: 

Fig. 1 den zeitlichen Verlauf der Fermentation; aufgetragen sind Pektatiyase-Aktivitat und Polygalacturon- 
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s&ureanteil;und 

Fig. 2 den zeitlichen Verlauf der Lyasereaktion; aufgetragen ist die Konzentration der verschiedenen ungesat- 
* tigten OligogalacturonsaureiL 

Es wird zunachst in einem Beispiel die Reaktionsfuhrung ftir die Bildung eines ungesfittigten Diuronids 
5 beschrieberu 

Zunachst wird diskontinuierlich aber gieichzeitig das Enzym Pektatlyase sowie das Substrat Polygalacturon- 
saure hergestellt 

In einem 150-1-Rtlhrfermenter mit BlattrQhrer, der 200 mm Durchmesser besitzt und mit einer Drehzahl von 
120 U/min betrieben wird, werden 140 1 Leitungswasser und 14 kg feuchte RubenpreBschnitzel (5,2 kg Trocken- 
10 substanz) gegeben und mit Inoculum angeimpft Als Inoculum (Starterkultur) dient ein an das Substrat angepaB- 
ter Versauerungsschlamm. Dieser wird dadurch gewonnen, daB Bakterienschlamm a us einer anaeroben Abwas- 
serreinigung (Herkunft, z. B. kommunale KJaranlage) in einer Konzentration von 0,5 kg Trockenmasse je liter 
FlQssigkeit mit Ruben pre Bschnitzeln bei einem Feststoffgehalt von 20 g Trockensubstanz je Liter bei 35 bis 
40° C 48 Stunden fermentiert wird Nach dem Abtrennen des groben Feststoffes enthalt der Oberstand eine 
15 Bakterientrockensubstanz von 1 bis 2 g je Liter Suspension. 

Die Fermentation wird durch Zugabe von 1 Liter Inoculum gestartet und unter LuftabschluB durchgeffihrt 
Die Fermentation erfolgt bei 35° C und einem pH-Wert von 6,5, der automatisch durch Zugabe von 25%iger 
Natronlauge korrigiert wird Nach einer Lag-Phase von ca. 10 Stunden beginnen die Mikroorganismen, die 
gewOnschten Enzyme in das Medium auszuscheiden. 
20 Wie Fig. 1 zeigt, ist nach etwa 38 Stunden das Maximum an Substrat (Polygalacturonsaure) in L5sung erreicht, 
ein weiteres Fermentieren wurde den Polygalacturonsaureanteil relativ schnell wieder abfallen lassen. 

Zum gleichen Zeitpunkt ist praktisch das Maximum der Enzymaktrvitaten ebenfalls schon erreicht 

Zu diesem Zeitpunkt (nach 38 Stunden) enthalt die KulturbrOhe bzw. KulturflQssigkeit eine Pektatlyaseaktivi- 
tat von 3,5 nkat/ ml und eine Konzentration von Polygalacturonsaure von 2,0 g/L 
25 An dieser Stelle wird daher die Fermentation abgebrochen. 

Aus dem Fermenter wird die Fermentationsflussigkeit abgezogen, grob gefiltert sowie nachfolgend mit Hilfe 
einer Querstrom-Mikrofiltrationseinheit mit einer AusschluBgrenze von 02 um von Bakterien und Feststoff 
befreit, gesammelt und Qber eine Ultrafiltrationseinheit (Prinzip "hollow fiber") mit einer AusschluBgrenze von 
3000 g/mol konzentriert 

30 Die Fermentationsldsung enthalt nun das Enzym Pektatlyase als auch das Substrat Polygalacturonsaure. 
Diese beiden Reaktionskomponenten werden nunmehr zu ungesattigter Digalacturonsaure verarbeitet, also zu 
(0-(4-Desoxy-L-threo-hexopyranosido-4-enyluronsaure)-{l — 4)-D-galacturonsaure). 

Hierzu werden 50 m! des Konzentrats (Konzentrierungsfaktor 10) auf einen pH-Wert von 8,0 eingestellt und 
bei 37° C inkubiert Die Bildung der ungesattigten Digalacturonsaure wird mittels Hochleistungsanionenaus- 
35 tausch-Chromatographie (HPAEC) verfolgt. Nach Beendigung der Reaktion, etwa nach 24 Stunden, wird die 
Reaktionsl&sung aufgearbeitet 

Wird die Reaktion vor dem Ablauf von 24 Stunden gestoppt, vgL Fig. 2, entstehen nicht die gewunschten 
Dimere, sondern langerkettige ungesfittigte Uronide. 
Es folgt jetzt noch die Produktisolierung. 
40 Das Reaktionsgemisch wird zur Abtrennung von kationischen und neutralen Begleitstoffen Qber eine Anio- 
nenaustauschersaule (Amberlite IRA 400, Formiat-Form, Bettvolumen 65 cm 3 ) gegeben. Die auf dem Harz 
verbleibenden anionischen Produkte werden nach einem Waschvorgang (500 ml H2O) mit 500 ml 0^ m Natri- 
umformiatl6sung (pH 4,7) eluiert Das Produkt wird durch Zugabe von 150 mg Sr(N03)2 und 6 VoL Ethanol aus 
. der PufferlSsung ausgefallL Nach Zentrifugation wird das Prazipitat in wenig Wasser geldst und Qber eine 
45 Kationenaustauschersaule (Amberlite IR 120, Bettvolumen 65 cm 3 ) gegeben. Nach Gefriertrocknung des Eluats 
erhfilt man 250 mg ungesfittigte Digalacturonsaure. Das entspricht einer Ausbeute von 25% bezogen auf 
Polygalacturonsaure in Ldsung (Reinheit 80%, mit HPLC bestimmt). 

Hne weitere Aufreinigung (95% Reinheit) gelingt mittels praparativer HPLQ Dazu werden 250 mg des 
Prftparats (80%ige Reinheit) auf eine prfiparative Hochleistungssaule (NHz-Phase, 25 x 3,2 cm ) gegeben und rait 
50 0,11 m Natriuraacetatlosung, pH 6J5 bei einer FlieBrate von 25 ml/min eluiert Das Produkt wird durch Zusatz 
von 150 mg Sr(NC>3)2 und 6 VoL Ethanol ausgefallt. Nach Zentrifugation wird das Prazipitat in wenig Wasser 
geldst und fiber eine Kationenaustauschersaule (Amberlite IR 120, Bettvolumen 65 cm 3 ) gegeben. Nach Gefrier- 
tocknung erhalt man 2 1 0 mg ungesattigte Digalacturonsaure (95%ige Reinheit> 

In einem zweiten Beispiel sei noch die Gewinnung von Standardsubstanzen fur die Chromatographic erlau- 
55 tert. Die Ausbeute kann um den Faktor 2 erhdht werden, wenn Enzym- und Substratherstelluhg zwar gnindsatz- 
lich wie im ersten Beispiel, jedoch in zwei Fermentationen durchgefdhrt werden, um jeweils einzeln aufeinander 
abgestimmte optimale Zusammensetzungen zu erhalten. 

DarUber hinaus wird die Substratlosung ohne Ultrafiltration hergestellt Dabei werden auch Polygalacturon- 
saurebruchstQcke mit einem Molekulargewicht von weniger als 3000 der anschlieBenden Enzymreaktion zu- 
60 g&nglich. 

Die Umsetzung der Substratldsung mit der Enzymkonzentratlosung erfolgt so, daB 200 ml der Substratl6sung 
auf eirien pH-Wert von Sfi eingestellt werden. Nach Zugabe von 2 ml der Enzymkonzentratl6sung wird die 
Reaktionsldsung 30 Stunden bei 37° C inkubiert. 

SchlieBlich erfolgt die Aufarbeitung wie im ersten BeispieL Man erhalt 200 mg ungesattigter Digalacturonsau- 
65 re. Das entspricht einer Ausbeute von 50% bezogen auf Polygalacturonsaure in Losung. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von ungesattigten Uroniden aus pektinhaltigen Stoffen unter Einsatz von 
Fermentation und Isolieren der entstandenen ungesattigten Uronide durch Fallung und/oder chromatogra- 
phische Verfahren, dadurch gekennzeichnet, 5 
daB der pektinhaltige Stoff mit einer das Entstehen des Enzyms Pektatlyase fordernden Bakterienkultur 
versetzt und anaerob fermentiert wird, 

daB die Fermentation wahrend des Vorgangs abgebrochen wird, 

daB nach dem Abbruch die entstandene Fermentationsflussigkeit von Bakterien befreit und eine katalyti- 
sche Reaktion des entstandenen Enzyms Pektatlyase in der Fermentationsflussigkeit mit der ebenfalls io 
entstandenen Poiygalacturonsaure gefordert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB man als pektinhaltige Stoffe pflanzliche 
Gerflstsubstanzen einsetzt 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB man als pflanzliche Gerustsubstanzen Zucker- 
rttbenschnitzel oder KartoffelpOlpe einsetzt 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Fermentation bei 
einem pH-Wert von 6 bis 7, vorzugsweise 6,5, durchgefuhrt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Fermentation bei 
30° bis 40° C, vorzugsweise bei 35° C, durchgefuhrt wird. 

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die Fermentation im 
Bereich der maximalen Konzentration von geloster Poiygalacturonsaure abgebrochen wird. 

7. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Fermentation nach 
35 bis 40 Stunden, vorzugsweise nach 38 Stunden, abgebrochen wird. 

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die entstandene 
Fermentationsflussigkeit nach dem Abbrechen mittels Mikrofiltration von Bakterien und Feststoffen be- 
freit wird 

9. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die entstandene 
Fermentationsflussigkeit nach dem Befreien von Feststoffen und Bakterien durch eine Querstrom-Ultra- 
Filtrationseinheit konzentriert wird. 

10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die Umsetzung der 
Poiygalacturonsaure mittels des Enzyms Pektatlyase bei einer Temperatur zwischen 25° und 45° C, vorzugs- 
weise 37° C, erfolgt 

11. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die Umsetzung der 
Poiygalacturonsaure mittels des Enzyms Pektatlyase bei einem pH-Wert zwischen 6 und 9, vorzugsweise 8, 
erfolgt 

12. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB der Umsetzungspro- 
zeB der Poiygalacturonsaure mittels des Enzyms Pektadyase mehr als 6 Stunden, vorzugsweise 24 Stunden, 
durchgefuhrt wird. 

13. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB die Isolierung der 
ungesattigten Uronide durch Fallung und/oder saulenchromatographische Verfahren erfolgt 

14. Abanderung des Verfahrens nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet 
daB durch Abbrechen der Fermentation zu unterschiedlichen Zeitpunkten unterschiedliche Fermentations- 
flQssigkeiten gewonnen werden und 

daB anschlieBend das weitere Verfahren mit einer Mischung aus beiden Fermentationsflussigkeiten fortge- 
setztwird. 
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